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1 Einleitung

1.1 Historische Entwicklung metallischer Implantatmaterialien

Metallische Implantate wie Osteosynthesematerialien und Endoprothesen (kinstliche
Gelenke, Zahnimplantate) sind in der aktuellen Medizin unentbehrlich. Die ersten
dokumentierten Metallverwendungen in der Chirurgie gehen auf Petronius zurlck, der
schon im 16. Jahrhundert Goldplatten zur Behandlung einer angeborenen Gaumenspalte
verwendete [1]. Es folgte zunadchst der Gebrauch von Eisen-, Gold-, Silber- und
Bronzedrahten bis es ab Anfang des letzten Jahrhunderts zu einer Entwicklung von CrNi-
Stahlen und CoCr-Legierungen kam. Der Pionier der modernen Totalendoprothetik, P.Wiles
fuhrte im Jahre 1938 6 endoprothetische Operationen der Hufte durch [2]. Vor etwa 70
Jahren wurden erste Titan-Legierungen hergestellt.  Mittlerweile werden fir fast alle
Gelenke Prothesen mit verschiedenen Materialkombinationen, Mechanik und
Befestigungsform angeboten, die neben den oben erwahnten Metallen Polyethylen und
Keramik beinhalten. Fir die Gelenkendoprothesen werden verschiedene Kombinationen
von Metall-Metall-Paarungen, Metall-Polyethylen(PE)-Paarungen oder Keramik-PE-
Paarungen verwendet [3]. Demgegeniiber bestehen die fir die Frakturbehandlung
eingesetzte Osteosynthesematerialien entweder aus Titan basierten Materialien oder aus
Metall(Legierungen), die z.B. bis zu 33 Gew.% Nickel sowie etwa 18 Gew.% Chrom
enthalten [4]. Kobaltbasislegierungen, die auf Grund einer guten Verschlei3bestandigkeit in
der Endoprothetik breit eingesetzt werden enthalten etwa 60 Gew. % Kobalt, ca. 30%
Chrom und etwa 1% Nickel und haben dadurch das Risiko einer allergischen Reaktion.
Titanlegierungen, die als a- und B-Legierungen vorkommen, bestehen aus Titan-
Aluminium-Vanadium, Titan-Aluminium-Niob oder Reintitan und enthalten einen Titananteil
von mindestens 87 Gew.%. Der Nickelanteil von 0,012-0,034 Gew.% in den
Titanwerkstoffen ist deutlich geringer als in der Kobaltlegierung, allerdings kann hier mehr
Abrieb entstehen [5,6].




Einleitung

1.2. Probleme nach Implantation — Allergie gegen Implantatmaterialien

Allein in Deutschland wurden im Jahr 2011 232 320 Huft- und 168 486 Knie-
Endoprothesen eingesetzt. Etwa 9% davon waren Revisionsoperationen [7]. Die Grinde
der Endoprothesenversagen  konnen neben einer  Fehlpositionierung  und
Implantatfrakturen Implantatassozierte Infektionen sein, fir deren Erkennung es gut
etablierte diagnostische MalRnhahmen gibt [8]. Neben diesen Faktoren berichten viele
Publikationen Uber aseptische Lockerung als wichtigen Grund fir Implantatversagen.
Ursache daflr ist meist eine Entzindungsreaktion auf Abriebpartikel [9-16]. Aul3erdem
wurden den Metallabriebpartikeln zytotoxische Effekte in-vitro zugeschrieben [17]. Im Laufe
der Zeit werden im Korper Implantatkomponenten durch mechanischen Abrieb und
elektrochemische Korrosion im Korper freigesetzt [16,17]. Zusatzlich koénnen
unterschiedliche Oberflachenpotentiale der Metalle eine galvanische Korrosion
verursachen. Durch den Abrieb entstandene Partikel kbnnen sowohl im periimplantaren
Gewebe als auch in den regionalen Lymphknoten und in Organen gefunden werden.
Gegenuber Chromionen, die aufgrund intrazellularer Bindungen lange im Koérper verweilen,
werden Kobalt- und Nickelionen schnell ausgeschieden [19]. Letztendlich kann es zu einer
allergischen  Reaktion kommen, deren Auspragung durch  Material- und
Gewebeeigenschaften, Lage und immunologische Reagibilitdt des Organismus bestimmt
wird [20]. Uber die mogliche Uberempfindlichkeitsreaktion gegeniiber Implantatmaterialien
wurde schon in den 1960er-Jahren berichtet [21,22]. Klinisch kann sich eine
Implantatallergie neben oben erwdhnter aseptischer Implantatlockerung durch ein Ekzem,

eine Wundheilungsstoérung sowie anhaltende Schmerzen au3ern [5,20,23-25].
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1.3 Kilassifikation allergischer Reaktionen

Den Begriff ,Allergie” als Ausdruck einer veranderten Reaktionslage auf eine fremde
Substanz  kreierte der Wiener-Kinderarzt Clemens von Pirquet im Jahre
1906. Er unterteilte zwischen zeitlich, qualitativ. und quantitativ veranderter
Reaktionsfahigkeit [26]. 15 Jahre spater konnten Prausnitz und Kuster die
SerumuUbertragbarkeit einer Allergieanlage beweisen [27]. In den 60er Jahren wurden daftr
verantwortliche ,Reagine” unabhangig voneinander von Ishizaka und Johannson als IgE-
Molekule identifiziert [28]. Unter Berlcksichtigung verschiedener zugrundeliegender
Mechanismen wurden die Uberempfindlichkeitsreaktionen von Coombs und Gell in vier
Typen eingeteilt [28]. Die Typ-I-bis Typ-lll-Reaktionen werden durch Antikérper vermittelt,
die Typ-1V-Reaktion durch T-Zellen.

+» Typ |: anaphylaktische Reaktionen. Verursacht werden diese Reaktionen durch IgE-

Antikdrper, die durch ihre Bindung an die IgE-Rezeptoren der Mastzellen und
basophilen Granulozyten deren Degranulation mit konsekutiver Freisetzung von
Histamin, Leukotrienen und Prostaglandinen verursachen. Typische Krankheitsbilder
sind Urtikaria, Angio6dem, allergisches Asthma bronchiale sowie allergische Rhino-
Konjunktivitis.

* Typ Il: zytotoxische Reaktionen. Diese Reaktionen werden Uber Antikorper

L)

vermittelt, die durch ihre Bindung an zellstandige Antigene eine Aktivierung von
Komplement verursachen und konsekutiv zur Lyse der Zellen fuhren. Beispiele
hierfir sind  Autoimmunkrankheiten wie Goodpasture-Syndrom, Hashimoto

Thyreoditis, Tranfusionsreaktionen sowie medikament-induzierte Thrombopenie und

hamolytische Anamie.

Typ Ii: Immunkomplex-vermittelte Reaktionen. Dieser Typ der

Uberempfindlichkeitsreaktion ist gepragt durch die Bildung von Immunkomplexen, die
einerseits durch die Ablagerung in den Kapillaren und andererseits durch zuséatzliche
Aktivierung von Komplement zu Entzindung und Gewebsschaden fihren kénnen. Diese
Prozesse sind bei verschiedenen Vaskulitiden, Serumkrankheit, exogen-allergischen

Alveolitiden zu beobachten.
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s Typ IV: Reaktionen vom verzoégertem Typ. An diesen Reaktionen sind allergen-

spezifische Lymphozyten(T-Zellen) beteiligt. Typisch fir diese Art der
Uberempfindlichkeit sind das allergische Kontaktekzem, Tuberkulinreaktion und

Transplantatabstol3ung.

1.4. Das allergische Kontaktekzem

Diese Erkrankung stellt eine spezielle Form der Immunreaktion vom verzégerten Typ dar.
Gekennzeichnet wird sie durch eine Entziindung der Haut, die tber eine ortlich wirkende
Noxe verursacht wird. Je nach der Dauer der Exposition kann sich eine akute oder
chronische Form des Ekzems entwickeln. Die allergische Kontaktdermatitis setzt eine
spezifische Sensibilisierung voraus, tritt daher nur bei entsprechend Sensibilisierten auf

und neigt zu Bildung von Streuph&nomenen.

1.4.1 Symptome

Der Definition entsprechend lauft die Entzindung anfangs am Ort der Einwirkung der
Noxen ab und ist charakterisiert durch ein juckendes Erythem und Odem, dem eine
spongiotische Blaschenbildung in der Epidermis zugrunde liegt. Im Normalfall ist nach
einigen Tagen eine Schuppung erkennbar, die einen Abheilungsbeginn signalisiert. Eine
fortbestehende oder rezidivierende Exposition der Noxen kann zur Entstehung einer
subakuten oder chronischen Form der Dermatitis fuhren, die aul3er den gleichzeitig
vorhandenen verschiedenen Morphen wie Erythem, Vesikel, Krusten eine Lichenifikation

und hyperkeratotische-rhagadiforme Hautverdnderungen beinhaltet [29].

1.4.2 Immunologische Grundlagen des allergischen Kontaktekzems

Der Verlauf des allergischen Kontaktekzems wird in eine Sensibilisierungs- und eine
Auslosephasen eingeteilt. Die Sensibilisierungsphase beginnt mit Kupplung einer
niedermolekularen Substanz (Hapten) an eine Proteinstruktur der Haut. Nach einem
komplexen Ablauf werden diese Konjugate in den regionalen Lymphknoten den naiven T-

Zellen, mit passendem T-Zell-Rezeptor prasentiert. Hierdurch  entstandene
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allergenspezifische Thl Zellen reichern sich schlieBlich am Ort der Exposition an. In der
Auslosephase kommt es nach einem erneuten Hapten-Kontakt durch die

allergenspezifischen Thl-Zellen zur Freisetzung von Zytokinen wie IL-1, IL-2, IFN-y.

1.5 Epidemiologie und Atiologie des allergischen Kontaktekzems

Nach aktuellen epidemiologischen Studien betragt die Pravalenz des allergischen
Kontaktekzems in der allgemeinen Bevdlkerung ca. 7% und ist in den industrialisierten
Landern haufiger. Es besteht gegeniiber dem Krankheitsbild keine geschlechtsspezifische
Disposition. Neben den allgegenwartigen Quellen der Allergenexpositionen ist die
berufliche eine der haufigsten. Hierbei spielen neben Duft — und Konservierungsstoffen

nickelhaltige Metalle eine entscheidende Rolle [30,31].

Ende letzten Jahrhunderts wurde eine Zunahme der Nickelallergie besonders bei jungen
Frauen beobachtet. Die europaische ,Nickel Directive* schreibt in Antwort auf dieses
Phanomen eine maximale Nickelfreisetzung aus Gebrauchsgegenstanden vor, die langen
Korperkontakt haben. Die Sensibilisierungsquote besonders der jungen Frauen ist laut
neuer Untersuchungen rucklaufig geworden, auch wenn Nickel weiterhin ein Vorreiter unter
Kontaktallergenen bleibt [32]. Ebenfalls riickgadngig scheinen die Neusensibilisierungen
gegen Chromat nach Verwendung Chromat-armer Zemente. Demgegentber sind
steigende Falle der Duft- und Konservierungsstoffallergien zu beobachten [33]. Trotz
jahrelanger Forschungen ist zur Genetik der Kontaktallergie nicht viel bekannt; es wird
angenommen, dass die genetischen Variationen eher bei einer schwachen Exposition eine
Rolle spielen [34]. Auch scheint sich das Risiko fiir eine kutane Sensibilisierung zwischen

Patienten mit oder ohne eine atopische Dermatitis kaum zu unterscheiden [35].
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1.6 Diagnostik der Kontaktallergie

Der Epikutantest dient als zuverlassige In-vivo Methode zur  Diagnostik einer
Kontaktallergie, ist relativ einfach durchfiihrbar und erlaubt die Sensibilisierung gleichzeitig
gegen verschiedene Substanzen zu testen. Hierbei werden zu testende standardisierte
Allergene mittels Pflaster auf den Ricken des Patienten aufgetragen und die Reaktionen
nach 24, 48, 72 und wenn mdglich 144 Stunden abgelesen. Im Falle einer vorhandenen
Sensibilisierung kommt es zur Ausbildung einer Ekzemreaktion, die allerdings nicht
unbedingt mit der Klinik korreliert. Dementsprechend muss von entsprechend geschulten
Arzten eine Testablesung nach definierten Kriterien erfolgen (siehe Leitlinie ,Epikutantest*)
und die Bewertung anhand der Klinik angestrebt werden. Das Risiko einer

Neusensibilisierung eines ,naiven“ Patienten ist allerdings sehr gering.

Der Lymphozytentransformationstest (LTT) ist eine In-vitro Methode um die zellulare
Hyperreagibilitat gegentber einem Allergen aufzudecken. Nachdem die Unterscheidung
zwischen den in die grof3en Blasten proliferierenden Lymphozyten (,Transformation®) von
anderen Zellen Schwierigkeiten bereitete, wurde in den 60er Jahren die Detektion der
Lymphozytenproliferation durch Einbau von radioaktiv markiertem Thymidin eingefuihrt [36].
Bei diesem Test werden durch direkte Zentrifugation gewonnene Lymphozyten enthaltende
mononukledre Zellen des peripheren Blutes (,PBMC") des Patienten und verdachtige
Allergene mehrtagig zusammen inkubiert, was im Falle des Vorhandenseins speziell

sensibilisierter T-Lymphozyten zu deren Proliferation fuhrt.

Die signifikanten Unterschiede im LTT zwischen den Nickelallergikern und
Kontrollpersonen wurden 1970 vom McLeod et.al beschrieben [37]. Spater konnte von Al-
Tawil die Bedeutung der unterschiedlichen Antigenkonzentrationen in den Testansétzen
gezeigt werden. Er beobachtete eine schwache Korrelation zwischen der Epikutantest-

Reaktionen und dem LTT, hervorgerufen durch niedrige Allergenkonzentrationen [38].




Einleitung

1.7.Nickel, Chrom und Kobalt als wichtigste Kontaktallerge

1.7.1 Historie

Chrom konnte Ende des 18.Jarhunderts vom franzosischen Apotheker und Chemiker,
Louis-Nicola Vauquelin erstmals als Chrom(lll)-oxid aus einem vorher als Krokoit
bekanntem Mineral dargestellt werden [39]. Aufgrund seiner Bestandigkeit gegen Korrosion
wird es Uber 2 Jahrhunderte in der Stahlindustrie eingesetzt, zusatzlich findet es grof3en
Gebrauch in verschiedenen Industriebereichen z.B. als Farbemittel, Holzschutzmittel,
Entwicklerlosung etc. Schon Anfang des letzten Jahrhunderts, wahrend der Bauphase der
Pariser und Londoner Metro berichtete man 0Uber unter den Maurern endemisch
auftretendes Handekzem, ,Mauererkratze®, das mit dem im verwendeten Zement
vorkommendem Chrom in Zusammenhang gebracht wurde [40,41]. Besonders
sensibilisierend wirken die drei- und sechswertigen Chromverbindungen [42].
Demgegeniber besitzt das metallische Chrom keine allergene Eigenschaften. Seit den

70er Jahren ist auch eine Kontaktallergie durch chromathaltige Lederwaren bekannt.

« Den Namen Kobalt erhielt das Metall Anfang des 18. Jahrhunderts vom
schwedischen Chemiker Georg Brandt. Kobaltverbindungen wurden schon im
Mittelalter als Farbemittel fur Glas und Keramik verwendet. Die technische
Bedeutung hat Kobalt erst seit Anfang des 20. Jahrhunderts zur Herstellung der
Legierungen bekommen, die sich durch gute Harte auszeichnen. In der Natur
kommt es fast nur in gebundener Form von Salzen oder Oxiden hauptsachlich
zusammen mit Nickel und Kupfer vor. Erste Berichte Uber die Kontaktallergie
durch Kobalt in den 60er Jahren betrafen grof3tenteils die Beschaftigten der
Keramikindustrie und die Maurer [43]. Es sind auch Faélle der
Kontaktsensibilisierung im Zusammenhang mit Schmuck beschrieben [44-46].
Kobalt- und Nickelallergien sind oft aufgrund des gemeinsamen Vorkommens der
Metalle vergesellschaftet [46].

% Nickel wurde vom schwedische Chemiker Axel Fredrik Cronstedtin in reiner
Form Mitte des 18.Jarhunderts dargestellt. Es wird in der Stahlindustrie zur
Reduktion der Korrosion und Erhéhung der Héarte der Legierung breit
angewendet und ist in vielen Gegenstéanden vorzufinden [47]. Es gibt wenige

Orte, wo Nickel in gediegener(rein metallischer) Form gewonnen werden kann.
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Hauptsachlich kommen seine Verbindungen in der Erde als Oxide oder Sulfide
zusammen mit Kobalt, Kupfer, Platin und anderen Metallen vor. Schon Ende des

19. Jahrhunderts erkannte man Nickel als Ursache der Kontaktallergie [48].
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2 Ziele der Arbeit

Das Ziel dieser Arbeit war es die Diagnostik bei Verdacht auf Metallallergie — speziell
Metallimplantatallergie — in Bezug auf Epikutantest und Lymphozytentransformationstest zu
vergleichen. Dies wurde anhand der Testergebnisse durchgefuhrt, die von Patienten der
.implantatallergie — Sprechstunde* an der Klinik fir Dermatologie und Allergologie vorlagen.
Hierbei wurde eine statistische Analyse der Ergebnisse des Epikutan — und
Lymphozytentransformationstests sowie der anamnestischen Metallunvertraglichkeit

durchgefuhrt um folgende Aussagen zu treffen:

1. Wie haufig zeigt sich eine Metallallergie im Epikutantest im Vergleich mit einer
anamnestischen Metallunvertraglichkeit?

2. Welcher Ansatz des Lymphozytentransformationstests korreliert am besten mit dem
Epikutantest?

3. Korreliert der Stimulationsindex mit der Starke der Epikutantest-Reaktion?

4. Gibt es Unterschiede bei den Stimulationsindex-Werten zwischen Implantattrdgern und
Blutspendern ohne Implantate auch wenn im Epikutantest keine Metallallergie gefunden

wird?

11
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3 Materialien und Methoden

3.1. Patientenkollektiv

3.1.1 Implantatallergiesprechstunde

Seit 2002 suchen Patienten mit Metallimplantaten oder Patienten vor einer bevorstehenden
endoprothetischen Ersatzoperation beim klinischen Verdacht auf eine Metallallergie eine
spezielle Implantatallergiesprechstunde an der Klinik fir Dermatologie und Allergologie in
Minchen auf. Neben einer anamnestischen Datenerhebung und Hautinspektion
unterziehen sich diese Patienten einem Epikutan- und Lymphozytentransformationstest.
Nach integrierender Wertung der erhobenen Befunde/Testergebnisse kann die Aussage
Uber die mogliche Metallallergie gemacht werden.

3.1.2 Art des Patientenkollektives

In dieser Arbeit wurden Daten ausgewertet von 816 Patienten, davon 623 Implantat-
Trager (372w, 214m) und 181(158w, 23m) Blutspendern ohne Implantate, die zwischen
2005 und 2010 mit Verdacht auf eine Metallunvertraglichkeit in der Dermatologische Klinik
untersucht wurden. Die Altersspanne der Patienten liegt zwischen 14 und 93 Jahren. 496
Patienten hatten eine Knie-, 88 eine Huftprothese und 78 Patienten sonstige Implantate.
Unter ,sonstige” Implantate wurden Osteosynthesematerialien wie z.B. Nagel, Platten oder

Schrauben zusammengefasst.

Eine genauere Beschreibung der Patientendaten ist im 4.Kapitel aufgefihrt.
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3.2. Anamnestische Daten

3.2.1 Anamnese bezuglich der Metall(implantat)unvertraglichkeit

Fur die anamnestische Datenerhebung wurde ein ,Fragebogen zur Metallunvertraglichkeit*

(siehe Anhang) eingesetzt. Hierbei wurden die in dieser Arbeit folgenden Punkte benutzt:

1) Angaben Uber eine bekannte kutane Metallunvertraglichkeit, die Hautreaktionen auf
Modeschmuck, Jeansknépfe, Uhrarmbandern umfassen. Diese Daten lagen mit Antworten

Ja und Nein in naturlich dichotomer Kategorie vor.

2) Von den Implantattragern wurden folgenden Angaben fir die weitere Datenanalyse
herangezogen: Lokalisation des Metallimplantats, verwendete Materialien sowie Art der

Implantat assoziierten Beschwerden.

3.2.2. Auswertung

Die oben angegebenen anamnestischen Daten wurden fur die weitere Analyse entweder in

SPSS oder in Excel aufgearbeitet und die Parameter folgendermal3en aufgelistet
Geschlecht: weiblich bzw. mannlich
Alter der Patienten: wurde in folgenden statistischen Merkmalen dargestellt

Minimum

Maximum
Spannweite
Mittelwert
Standardabweichung
v Median

AN NI N NN

Implantiert: Ja bzw. Nein

Metallimplantat

Diese wurden in zwei Kategorien unterteilt.

1. Gelenkprothese (Knie- und Huftendoprothese)
2. Sonstiges —Osteosynthesematerialien, wie Schrauben, Platten, N&agel sowie

Gelenkprothesen mit Lokalisation z.B. in der Schulter, im Kiefer oder Sprunggelenk.
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Art der Implantat assozierten Beschwerden:

Schmerzen
Bewegungseinschrankung
Schwellung, Erguss
Rotung

Ekzem

Sonstiges

AN NN

Diese Beschwerden wurden in naturlich dichotome Werte Ja und Nein eingeteilt. Zusatzlich
wurde die Kategorie unbekannt bertcksichtigt.

Klinische Metallunvertraglichkeit:

Darunter wurden die von Patienten berichteten Hautreaktionen auf Modeschmuck,
Jeanskndpfe, Uhrarmbéandern zusammengefasst. Die Einteilung dieses Merkmals erfolgte

auch in Ja und Nein. Auch hier war die Kategorie unbekannt vorhanden.

3.3 Epikutantest

3.3.1 Material und Ablesung

Mit dem Epikutantest als ,Provokationstest® an der Haut, wird ermittelt ob eine
Spattypallergie(Ekzemreaktion) vorliegt. Dabei werden bestimmte Testsubstanzen
(verdachtige Allergene) in kleine Testkammern gegeben und mittels Pflasterstreifen auf den
Rucken neben der Wirbelsaule des Patienten fixiert. Nach 48 Stunden werden die
Pflasterstreifen entfernt und die Reaktion nach 48 und 72, teilweise auch nach 144 Stunden
beurteilt. Zur genaueren Differenzierung von irritativen Reaktionen sollte die Ablesung der

Testergebnisse von gut erfahrenem Personal durchgefiihrt werden.

Die Ergebnisse des Epikutantests kdnnen durch intensive UV-Exposition, entzindliche
Hautreaktionen sowie durch Einnahme immunmodulierender Medikation beeinflusst
werden. Der Epikutantest bei diesem Patientenkollektiv wurde ausschlief3lich in der Klinik
und Poliklinik fur Dermatologie und Allergologie der Universitat Munchen durchgefihrt.
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3.3.2 Bewertung des Epikutantests

Die Ergebnisse des Epikutantests werden nach den Richtlinien der DKG (Deutsche
Kontaktallergie-Gesellschaft, Leitlinie zur Durchfiihrung des Epikutantests) folgendermal3en
bewertet:

Reaktionstypen Morphologie

negativ (-) keine Reaktion

einfach positiv (+) Erythem, Infiltrat, evtl. diskrete Papeln
zweifach positiv (++) Erythem, Infiltrat, Papeln, Vesikeln
dreifach positiv( +++) Erythem, Infiltrat, konfluierende Vesikel
Irritativ Seifeneffekte, Petechien, Blase, Nekrose
fraglich Erythem ohne Infiltrat

Alle positiven Reaktionen an getesteten Substanzen an drei Ablesetagen wurden als
positiver Epikutantest in dieser Arbeit gewertet. Alle negativen sowie fraglichen und
irritativen Reaktionen wurden als negativ zusammengefasst. Die fehlenden Ergebnisse des

Epikutantests erhielten in SPSS-Auswertung die Rubrik unbekannt.

3.3.3 Epikutantestsubstanzen

Fur die Durchfuhrung des Epikutantests wurde die Standardreihe sowie Implantatmetall-
und Knochenzementreihe eingesetzt, die neben Metallen wie Nickel, Kobalt und Chrom
Titan, Mangan, Molybdan und Vanadium sowie Knochenzementkomponenten beinhalten.
Fur unsere Fragestellung waren speziell die unten dargestellten Testsubstanzen

interessant:

v" Nickel: Nickel(2) sulfat 6*H20(5,0%;VAS)
v Kobalt: Kobalt(2)chlorid 6*H20(1,0%; VAS)
v" Chrom : Kaliumdichromat (0,5%; VAS)
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3.4. Lymphozytentransformationstest (LTT)

3.4. 1. Material und Methoden

Der LTT dient der Bestimmung der zellularen In-vitro Immunitat und wird seit den 60ger
Jahren mit unterschiedlichen Substanzen durchgefiihrt. Hierbei werden aus heparinisiertem
vendsem Blut Uber Dichtegradientenzentrifugation PBMC (periphere Blut-mononukleare
Zellen) abgetrennt, die Monozyten und Lymphozyten enthalten. Nach Resuspension in
Kulturmedien werden in der Zellkultur (96-well-Platten) zu den Zellen die zu testenden
Antigene zugesetzt und eine moégliche Aktivierung der enthaltenen T-Lymphozyten anhand
der Proliferationsantwort beurteilt. Die Prifansatze werden in einer Konzentrationsreihe mit
teilweise 7 aufsteigenden Konzentrationen (z.B. 0,1uM, 1pM, 10uM, 100uM, 1000uM)
eingesetzt. Ofter ist die Steigerung der allergen-spezifischen Proliferation nur bei einer
oder zwei Konzentrationen festzustellen; besonders die héheren Konzentrationen kénnen
eine Proliferationshemmung, bedingt durch eine unspezifische Zelltoxizitat verursachen.
Neben Prufansatzen und s.g. Negativkontrollen — Parallelansatzen ohne Zugabe eines
stimulierenden Agens - werden in der Testung unspezifische z.B. Lektin oder
Phytohemagglutinin und spezifische (Tetanus-Toxoid) Positivkontrollen einbezogen, die
zeigen dass die isolierten Lymphozyten intakt und zu einer allergenspezifischen Reaktion
befahigt sind. Nach Inkubation kommt es zu einer Zellproliferation, deren Maf3 nach Einbau
des dazugegebenen radioaktiv markierten Thymidins in ,count per minute* (cpm)
gemessen wird. Ein anschlie@end errechneter Quotient der absoluten Menge der
eingebauten Radioaktivitdt aus Testansdtzen und Negativkontrollen wird als
Stimulationsindex(Sl) bezeichnet. Die Werte =3 wurden als positiv bewertet und weisen auf

eine Sensibilisierung hin [49].

Fur diese Arbeit wurden die Ergebnisse der Testung, die das Laborpersonal durchfihrte,

verwendet.
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3.4.2. Testsubstanzen

In der Testung wurden folgende Testsubstanzen und Testmedien verwendet:

Testmedien: Es wurden folgende Mediumzuséatze in den Ansétzen verglichen:

Hitzeinaktiviertes vs. nicht-hitzeinaktiviertes Serum

Humanes AB-Serum vs. autologes Blutspenderserum

Mit / ohne Interferon alpha (125U/1

Testsubstanzen:

Nickel
Konz.1 NiSO410™*M
Konz.2  NiSQ4,5x107°M
Konz.3  NiSQ4,2,5x10°M
Konz.4  NiSO4,107°M
Konz.5 NiSQO4,7,5x10°M
Konz. 6 NiSOa, 7,5x107°M
Konz.7 NiSO,4,10"°M
Konz. 8
Konz. 9
Konz. 10
Konz. 11

17

Kobalt

CoCly, 107*M
CoCly, 5x10°M
CoCl,,2,5x10°M
CoCly, 10°M
CoCly, 7,5x107°M
CoCl,, 7,5x10°°M

CoCl,10"°M

Chrom

CrCls, 5x 103M
CrCls, 2,5 x 103M
CrCl3,1073M
CrCl;, 7,5x 107 M
CrCl3, 5x107*M
CrCl;, 10™*M
CrCl;, 5x 10°M
CrCls, 2,5 x 10™°M
CrCl;, 10™M
CrCl3, 5x 10™°M

CrCl;, 107°M
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3.4.3. Auswertung

Die Ergebnisse des Test mit einem Stimulationsindex (SI) 23 wurden als positiv bewertet.
Fur die Auswertung wurden die SI-Werte <3 in negative, >3 und < 10 einfach positiv, die

Werte > 10 deutlich positive unterteilt.
3.5 Datenverarbeitung und Statistik

3.5.1. Auswertung

Die Durchfuhrung der statistischen Analyse erfolgte nach Beratung durch Mitarbeiterin des
Instituts fur Medizinische Informationsverarbeitung, Biometrie und Epidemiologie(IBE) der
Ludwig-Maximilians-Universitat Minchen. Fur die Aufarbeitung der Daten wurden neben
unten aufgefuhrten Programmen auf der Webseite der IBE angebotene Berechnung
Statistische Tests und Schatzung in Anspruch genommen.

3.5.2. Verwendete Programme

v' SPSS (Version 18.0)
v' Excel (Version Windows XP)
v' Word(Version Windows XP)

SPSS

In dieser Arbeit wurden mit Hilfe dieses statistischen Programms eine Korrelation zweier
diagnostischen Tests zur Detektion einer Metallallergie bestimmt. Daflr wurde eine
Rangkorrelationsanalyse mit Bestimmung eines Korrelationskoeffizienten nach Spearman
angewendet. Mit diesem Kaorrelationskoeffizienten werden Korrelationen auf ordinalem
Skalenniveau beschrieben. Der Korrelationskoeffizient rs erstreckt sich zwischen -1 und +1.
Der maximaler Betrag 1 zeigt einen streng monotonen, je nach Vorzeichen, negativen oder
positiven Zusammenhang. Fur die Durchfuhrung der Korrelationsanalyse wurden die
Ableseergebnisse des Epikutantests nach jeweils 48-, 72- und 144-Stunden in vier
Rangzahlen: 1 - keine Reaktion, 2 + einfach positive, 3 ++ zweifach positive, 4 +++
dreifach positive Reaktion dargestellt. Gegenuber diesen nominal skalierten Daten lagen

die Ergebnisse des LTT in metrischer Form vor. Hierbei
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wurde ein Umcodieren der Sl-Werte in drei Rangzahlen vorgenommen; Den Werten < 3
wurden als negatives Ergebnis Rang 1 zugeordnet, den Werten >3 <10 als positives
Ergebnis Rang 2 und den Werten > 10 wurde Rang 3 erteilt als Ausdruck deutlich positiver
Ergebnisse.

Fur die Beurteilung der Gutekriterien des ECT wurden Kontingenztafeln (Mehrfeldtafeln) im
SPSS gebildet. AnschlieRend wurden, wie oben erwahnt mittels auf der Webseite der IBE
angebotenen Diagnostischen Tests Sensitivitat, Spezifitat und Likelihood-Quotienten
berechnet. Sensitivitdt, Spezifitdt und Likelihood-Quotenten sind Gduterkriterien eines
diagnostischen Testverfahrens, das eingesetzt wird um groRRere Sicherheit bezlglich des
Krankheitsstatus eines Patienten zu gewinnen. Dabei gibt die Sensitivitit eine
Wahrscheinlichkeit, dass der Test bei einer kranken Person positiv reagiert wieder. Die
Spezifitdt beschreibt die Wahrscheinlichkeit, dass eine nicht erkranke Person ein negatives
Testergebnis zeigt. Likelihood-Quotent, auch Likelihood-Ratio (LR) genannt gibt an um wie
viel Mal haufiger ein positives Testresultat bei Personen mit Erkrankung vorkommt im
Vergleich zu Personen ohne Erkrankung. Eine ,gute* Likelihood Ratio fur positive
Testresultate (positive Likelihood Ratio), mit der die Posttestwahrscheinlichkeit deutlich
erhoht werden kann, ist >10. Eine ,gute Likelihood Ratio flr negative Testresultate
(negative Likelihood Ratio), mit der die Posttestwahrscheinlichkeit deutlich erniedrigt

werden kann, ist <0.1.

Auch der Vergleich der LTT-Ergebnisse zwischen implantierten Patienten und Blutspendern
ohne Implantate wurde mittels SPSS durchgefiihrt. Dafiir wurde zunachst die Uberpriifung
der Verteilungsart der in ,cpm“- und SI-Werten dargestellten Ergebnisse des LTT mittels
modifiziertem Kolmogorov-Smirnov-Tests, des sog. Lilliefors-Tests vorgenommen. Da
dieser Test eine signifikante Abweichung der Normalverteilung lieferte, wurde der
Mittelwertvergleich durch den U-Test von Mann und Whitney vorgenommen, der
Mittelwerte der unverbundenen Stichproben (implantiert versus nichtimplantiert) ohne

Voraussetzung einer Normalverteilung vergleicht.
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Excel

Die graphische Darstellung der anamnestischen Daten wie ,Art des Implantats” und
»Art der Beschwerden® und des Vergleichs der LTT-Werte sowie Erstellung der

Tabellen wurde in Excel vorgenommen.




Ergebnisse

4  Ergebnisse

1.1. Charakteristika des Patientenguts

In dieser Arbeit wurden Daten von 738 Patienten ausgewertet, die sich mit Verdacht auf
Metallunvertraglichkeit im Zeitraum 2006 bis 2010 in der Dermatologischen Klinik und

Poliklinik der Universitat Minchen vorstellten.

Geschlechtsverteilung

Von den 738 Patienten waren 507 weiblich und mit 68% deutlich den 231 méannlichen

Patienten tberlegen.

Alter

Das Altersmedian betrug ca. 65 Jahre bei einer Altersspanne zwischen 14 und 93

Jahren. Diese Parameter sind in der Tabelle 1 dargestelit.

Nichtimplantierte Patienten Metallimplantatpatienten
Anzahl Antell Anzahl Anteil

Geschlecht

Manner 34 19% 197 35%

Frauen 149 81% 358 65%
Alter

MittelwertexSD 63+14 62+11

Median 65 68

Spannweite 25 88 14 93

Tabelle 1: Charakteristika des Patientenguts
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4.1.2 Anamnestische Daten
Vorhandensein von Metallimplantaten

In diesem Patientenkollektiv besal3en 555 Patienten (75%), davon 385 (65%) weiblich
ein oder mehrere Metallimplantate gegeniber 183 Patienten ohne Implantate. Auch hier

war die Zahl der Frauen mit 81% Uberlegen.
Art des Metallimplantats

Die Patienten wurden nach Art des vorhandenen Metallimplantats wie es in Abbildung 1
zu sehen ist in folgende Kategorien Gelenkprothesen, Osteosynthese,
Oberflachenersatz und Sonstiges eingeteilt. 478 Patienten hatten eine Gelenkprothese,
60 Osteosynthesematerialien, 31 einen Oberflachenersatz. Die Angaben fehlten bei 77

Patienten.

Art des Metallimplantats

Fehlend
Oberflachenersatz

Osteosynthese

Gelenkprothese

0 100 200 300 400 500 600

B Anzahl der Patienten

Abbildung 1: Art des Metallimplantats in 555 Patienten.

Metallunvertraglichkeit

Darunter wurden eigene Angaben Uber Hautausschlag auf metallische Gegenstande wie

z.B. Modeschmuck, Jeansknopfe oder Armbanduhren zusammengefasst. Unter Patienten

ohne Metallimplantate hatten  deutlich mehr Patienten (72%) eine anamnestische
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Metallunvertraglichkeit. 32% der Gruppe der Metallimplantattrager zeigten eine

anamnestische  Metallunvertraglichkeit. Dies ist in  Abbildung 2 dargestellt.

Anamnestische Metallunvertraglichkeit

B Nein HJa

. . 187
Metallimplantatpatienten 368

- . . 51
Nichimplantierte Patienten 132

Abbildung 2: anamnestische Metallunvertraglichkeit

Der hohe Anteil an Patienten mit berichteter ,kutaner Metallunvertraglichkeit* resultiert
daher, dass sowohl vor Primarendoprothetik als auch bei komplikationsbehaftetem
Implantat praferentiell Allergieabklarung bei entsprechender Anamnese erbeten wurde.
Dementsprechend liegt hier bereits eine Selektion des Krankengutes vor.

4.2 Ergebnisse der Allergiediagnostik

4.2.1 Ergebnisse des Epikutantests (ECT)

In dieser Arbeit wurden die Epikutantestergebnisse zu den drei Metallen - Nickel, Chrom

und Kobalt ausgewertet.
Hierbei verwendete Testsubstanzen:

v" Nickelsulfat
v" Kobaltchlorid

v" Kaliumdichromat

Die Beurteilung des ECT erfolgte nach 48, 72 und 144 Stunden. Von 738 Patienten lagen
Ergebnisse der ECT-Reaktionen nur bei 672 (520 mit und 152 ohne Implantat) vor. Die
Spatablesung (nach 144 Stunden) im Falle aller drei Metalle erfolgte bei 468

Implantattragern und 102 Patienten ohne Implantate.
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Aus Tabelle 2 wird deutlich, dass positive ECT-Reaktion haufiger bei den Patienten vor
Implantation auftreten. Diese Liste wird von Nickel angefiihrt mit insgesamt 35,2 % Nickel —
allergischen Patienten bei Patienten ohne Implantate, gefolgt von insgesamt 9,6 % Kobalt-
Allergie bei nichtimplantierten Patienten. Die Haufigkeit der Gesamt — Chrom — Allergie ist
deutlich niedriger und betragt bei Patienten ohne Implantate 3,9 % gegenuber 2,7 % bei
implantierten Patienten. Die Tabelle 3 gibt einen Uberblick iiber den Anteil der positiven
ECT-Ergebnisse ohne Berlcksichtigung des Implantatstatus. Anhand dieser beiden
Tabellen wird eine Zunahme positiver ECT-Reaktionen bei Ablesungen nach 72 Stunden
gegenuber der friheren Ablesung gezeigt, die sich besonders im Falle vom Nickel und
Kobalt bemerkbar macht. Eine weitere deutliche Steigerung der positiven Reaktionen nach
144 Stunden ist bei nichtimplantierten Patienten im Falle von Nickel feststellbar; allerdings
relativieren sich Ergebnisse dieser Beobachtung wie es der Tabelle 3 zu entnehmen ist
unter Zusammenfuhrung aller Patienten. Hierauf wurden fir die in dieser Arbeit
vorgenommene Auswertung die Ergebnisse der ECT-Reaktion nach der zweiten (72-

Stunden) Ablesung verwendet.

Positive ECT- Nichtimplantierte Implantatpatienten(n=520)*
Reaktionen Patienten(n=152)*

Anzahl Anteil Anzahl Anteil
Nickelsulfat 48Std 29 19,2 % 38 7.,4%
Nickelsulfat 72Std 43 28,3% 77 14,9%
Nickelsulfat 144Std | 36 35,2% 74 15,8%
Chromchlorid 48Std | 2 1,2% 4 0,8%
Chromchlorid 72Std 5 3,7% 12 2.4%
Chromchlorid 144Std | 4 3,9% 12 2, 7%
Kobaltchlorid 48Std | 7 4.8% 16 3,1%
Kobaltchlorid 72Std 15 9,6% 39 7,5%
Kobaltchlorid 144Std | 10 9,6 % 36 7,8%

Tabelle 2: Haufigkeit positiver ECT-Reaktionen unter Implantatpatienten und Patienten ohne
Implantate fur Nickel, Chrom und Kobalt jeweils nach drei Ablesungen
*Die spate Ablesung erfolgte bei 102 nichtimplantierten und 468 implantierten Patienten.
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ECT Reaktion nach negativ pos. pos pos | Verhéltnis positiver
48, 72, 144 Stunden + ++ +++ | Reaktionen/Gesamtzahl in
%
Kaliumdichromat 656 14 2 0 16/672 2,3%
48 St
Kaliumdichromat 638 23 2 0 25/ 663 3,9%
72 St
Kaliumdichromat 546 11 2 0 13/559 2,3%
144St*
Kobaltchlorid 642 19 4 0 23/665 3,4%
48St
Kobaltchlorid 617 38 11 4 53/670 7,9%
72St
Kobaltchlorid 525 31 13 1 45/570 7,8%
144St*
Nickelsulfat 597 53 13 2 68/ 665 10,2%
48St
Nickelsulfat 544 68 44 10 122/ 720 17%
72St
Nickelsulfat 452 63 47 9 119/ 572 20,8%
144St*

Tabelle 3: ECT-Reaktionen ohne Berlicksichtigung des Implantat Status fiir Nickel, Chrom und Kobalt
jeweils nach drei Ablesungen und nach Starke der positiver Reaktionen.
*Die spate Ablesung erfolgte bei 102 nichtimplantierten und 468 implantierten Patienten.

4.2.2 Charakteristika des ECT

Es wurde versucht anhand der anamnestischen Angaben Uber die mogliche
Metallunvertraglichkeit und ECT-Reaktionen die Aussagen uber Sensitivitat und Spezifitat
des ECT treffen. Bei nicht einheitlicher Pravalenz der Metallallergie wurden neben der
Sensitivitat und Spezifitdt anstatt positiver und negativer pradiktiver Werte positive und
negative Likelihood-Quotenten bestimmt. Wie es der Tabelle 4 zu entnehmen ist, lasst sich
die gro3te Sensitivitat im Falle vom Nickel, die bei spaterer Ablesung von 23 % bis 38 %
steigt, feststellen. Gefolgt wird Nickel, allerdings mit groRem Abstand von Kobalt, mit
13%iger Sensitivitat bei Beurteilung der ECT-Reaktion nach 144 Stunden. Auf Grund sehr
niedriger Fallzahl der ECT-Reaktionen nach 144 Stunden beziiglich Chrom wurden bei
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diesem Metall nur Ergebnisse der 48- und 72 Stunden Ablesungen fir die Bestimmung der
Gutekriterien des ECT verwendet. Hierbei zeigte sich eine sehr niedrige Sensitivitat mit
maximal 4%. Die errechnete Spezifitat ist bei allen Metallen ausreichend grof3 und zeigt
damit die Verlasslichkeit der Testung bezlglich der negativen Ergebnisse. Die positiven
Likelihood-Quotienten erreichen Werte tber 5 nur beim ECT mittels Nickel. Die negativen
Likelihood-Quotienten liegen bezuglich aller Metalle unter 1, allerdings nicht unter dem

optimalen Wert von 0,1.
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Sensitivitat  Spezifitat LH+ LH-

ECT Ko-48 und KMU*

0,06(0,03 0,1) 0,97(0,89 0,95) 2,4(1 6,05) 0,9(0,93 0,96)
ECT Ko-72 und KMU

0,11(0,07 0,15) 0,93(0,89 0,95) 1,4(0,87 2,5) 0,9(0,92 1)
ECT Ko-144 und KMU

0,13(0,08 0,17) 0,95(0,91 0,97) 1,3(0,9 2,4) 0,8(0,71 0,92)
ECT Cr-48 und KMU

0,02(0,01 0,03) 0,98(0,96 0,99) 0,95(0,21 4,2) 0,7(0,67 0,97)
ECT Cr-72 und KMU

0,04(0,02 0,06) 0,97(0,95 0,98) 1,26(0,5 2,8) 0,8(0,65 0,92)

ECT Ni-48 und KMU

0,23(0,17 0,28) 0,98(0,96 0,99)
ECT Ni-72 und KMU

0,34(0,28 0,40) 0,96(0,90 0,99)
ECT Ni-144 und KMU

0,38(0,32 0,45) 0,92(0,88 0,95)

7,3(5,4 8,5)

4,8(3,1 7,5)

5,4(3,4 8,5)

0,7( 0,6 0,83)

0,6(0,54 0,87)

0,6(0,62 0,76)

Tabelle 4: Gutekriterien des Epikutantests

KMU klinische Metallunvertréaglichkeit; Ko = Kobalt; Cr = Chrom; Ni = Nickel

Sensitivitat =RP/(RP+FP), Spezifitdat=RN//RN+FN) RP richtig positiv; FP falsch positiv; RN richtig
negativ; FN falsch negativ positive Likelihood Ratio =Sensitivitat/(1-Spezifitat); negative Liekelihood

Ratio=(1-Sensitivitat)/Spezifitat

LH+ Das Wahrscheinlichkeitsverhaltnis gibt das Verhaltnis der Wahrscheinlichkeiten wieder, dass bei
einer erkrankten Person ein positives oder negatives Testergebnis beobachtet wird, im Vergleich zur
entsprechenden Wahrscheinlichkeit bei einer gesunder Person. Optimal wéare LR+> 10 bzw. LR-<0,1
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4.3 Korrelation zwischen ECT und LTT bei der Metallallergiediagnostik
4.3.1 Welcher LTT-Ansatz korreliert am besten mit ECT

Unter den in dieser Arbeit eingeschlossenen 738 Patienten wurde der LTT mittels
unterschiedlichen  Zellkulturmedien und  unterschiedlichen  Metallkonzentrationen
durchgefuhrt. Deswegen werden die Ergebnisse in unterschiedlichen Gruppen dargestellt,
die anhand der oben erwahnten Daten gebildet wurden. Auf Grund sehr niedriger Zahl der
positiven Ergebnisse fur Chrom und Kobalt im LTT werden nur die nickelbezogenen LTT-

Daten ausgewertet.
Im LTT wurden folgende Nickelkonzentrationen verwendet:

v NiSO4 x 10M,
v NiS04,5 x 10°M, NiSO4, 2,5 x 10°M, NiSO4x 10°M,
v NiSOs4, 7,5 x 10°M, NiSO4, 5x 10°M,  NiSOas, x10M,

Als Zellkulturmedien Zugaben dienten:

v Hitzeinaktiviertes 10% AB- und autologe(AU) Seren mit und ohne INF-a (Alpha-
Interferon)

v Nichthitzeinaktiviertes 10% AB- und autologe-Seren mit INF-a.

Gruppenbildung nach LTT-Medium

v' Gruppe 1: wurde von 356 Patienten gebildet, bei denen der LTT mittels dreier
Nickelkonzentrationen: NiSO4,10*M, NiSO4,10°M, NiS04,10°M und
hitzeinaktiviertem, interferonsupplimiertem 10% AB- und AU-Seren Kulturmedium

durchgefuhrt wurde.
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v' Gruppe 2 wurde durch 121 Patienten gebildet. Hier wurden fur die Testung
ebenfalls wie in der Gruppe 1 drei Nickelkonzentrationen NiSO4,(10*M, 10°M,10-5M)
verwendet sowie INF-a-enthaltendes und INF-a freies Zellkulturmedium RPMI1640
verwendet. AuRerdem war hitzeinaktiviertes AB- oder AU-Serum zugesetzt.

v' Gruppe 3 besteht aus 60 Patienten. In dieser Gruppe war neben den drei oben
erwahnten Nickelkonzentrationen als Kulturmedium RPMI1640 erganzt mit
hitzeinaktiviertem 10% AB-Serum mit oder ohne IFN-a Zusatz verwendet worden.

v Gruppe 4 enthdlt 164 Patienten, bei denen der LTT anhand von sieben
Nickelkonzentrationen und hitzeinaktiviertem 10% AB- oder AU-Serum durchgefiihrt
wurde.

v' In der Gruppe 5 wurden fir den LTT ebenfalls wie in der Gruppe 4 sieben

Nickelkonzentrationen und nichthitzeinaktiviertes AB- oder AU-Serum verwendet.

Die fur einzelne Gruppen berechnete Haufigkeit der positiven ECT- und LTT-Reaktionen
gegeniiber Nickel sowie ihre Ubereinstimmung sind in den Tabellen 5-16 dargestellt. Deren
Starke wurde anhand des Korrelationskoeffizienten nach Spearman beurteilt. Bei fast
gleicher Haufigkeit der positiven ECT-Reaktionen in allen Gruppen, ist der Anteil der
positiven LTT-Reaktionen deutlich unterschiedlich. Hier ist bei der Testung, die mittels
dreier Nickelkonzentrationen durchgefihrt wurde eine eindeutig erhdhte Proliferationsrate
der PBMC unter der héchsten Konzentration vom NiSO4,10*M zu beobachten, besonders
dann wenn als Kulturmedium 10% AB-Serum verwendet wird (Tabellen 5 bis 12). Beziiglich
des INF-a Zusatzes sind sowohl in der Gruppe 2 (Tabelle 7 bis 10) sowie in der Gruppe 3
(Tabelle 11 und 12) eine Abnahme der positiven LTT-Reaktionen feststellbar. Dieser hohe
Anteil der positiven Reaktionen Ubersteigt meistens um das Doppelte den Anteil der
positiven ECT-Reaktion. Unter der kleinsten Nickelkonzentration- NiSO4 (1x10°M) ist die
Haufigkeit der positiver LTT-Reaktionen deutlich niedrig, ohne eindeutige Abhangigkeit vom

Zellkulturmedium und unterliegt damit deutlich dem Anteil der positiven ECT-Reaktionen.

Die Haufigkeit der positiven LTT-Reaktionen unter der mittleren Nickelkonzentration-
NiSO4,10°M, wie es den Tabellen 5 bis 12 zu entnehmen ist, liegt stets zwischen den
Haufigkeiten, die unter den restlichen zwei Nickelkonzentrationen beobachtet werden. Der
Anteil der positiven LTT-Reaktionen bei dieser Konzentration ist dem Anteil der positiven
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ECT-Reaktionen naherstehend. Im LTT der mit sieben Nickelkonzentrationen durchgefihrt
wurde ist ebenfalls unter abnehmender Konzentration eine Abnahme der positiven LTT-
Reaktionen zu beobachten unabhangig vom Zellkulturmedium. Entsprechend sinkt auch die
Ubereinstimmung der positiven ECT- und LTT-Reaktionen (Tabelle 13 bis 17).

Der Korrelationskoeffizient nach Spearman, durch den eine Ubereinstimmung neben den
positiven auch fur die negativen Reaktionen beschrieben wird, nimmt die héheren Werte
unter der Konzentrationen NiSO4, 2,5 x 10°M, NiSO4, 1x 10°M, NiSOas, 5x 10°M in der
abnehmenden Reihenfolge unter allen Zellkulturmedien. Die héchsten Werte und damit die
beste Ubereinstimmung von ECT und LTT sind im Falle des LTT, der mittels oben
angegebener drei Konzentrationen und nichthitzeinaktiviertem 10% AB-Serum durchgefuhrt
wurde, feststellbar (Tabelle 16).

Kulturmedium hitzeinaktiviertes Insgesamt 356 Patienten

10% AB- Serum mit INF-a

(Gruppe 1) Anteil

Metallkonzentrationen NiSO4,10*M NiSO4,10°M NiSO4,10°M
Positive Reaktion im ECT 19% 19% 19%
Positive Reaktionen im LTT 43% 14% 9,8%
Positive Reaktion im ECT und LTT 14% 9% 4.5%
Spearmans Rhors 0,33 0,42 0,22

Tabelle 5: Ubereinstimmung der positiven Reaktionen im ECT und LTT,
sowie die Korrelationsanalyse berechnet mittels dem Rangkorrelationskoeffizienten
nach Spearman.

Kulturmedium hitzeinaktiviertes Insgesamt 356 Patienten

10% AU-Serum mit INF-a

(Gruppel) Anteil

Metallkonzentrationen NiSO4,10*M NiS04,10°M NiS04,10°M
Positive Reaktion im ECT 19% 19% 19%
Positive Reaktionen im LTT 26% 13% 4,5%
Positive Reaktion im ECT und LTT 18% 11% 3,2%
Spearmans Rhors 0,31 0,39 0,22

Tabelle 6: Ubereinstimmung der positiven Reaktionen im ECT und LTT,

sowie die Korrelationsanalyse berechnet mittels dem Rangkorrelationskoeffizienten nach Spearman.
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Kulturmedium hitzeinaktiviertes
10% AB-Serum mit INF-a

Insgesamt 121 Patienten

(Gruppe 2) Anteil
Metallkonzentrationen NiSO410*M NiS04,10°M NiS04,10°M
Positive Reaktion im ECT 17% 17% 17%
Positive Reaktionen im LTT 64% 26% 10%
Positive Reaktion im ECT und LTT 15% 13% 4,5%
Spearmans Rhors 0,45 0,61 0,42

Tabelle 7: Ubereinstimmung der positiven Reaktionen im ECT und LTT,
sowie die Korrelationsanalyse berechnet mittels dem Rangkorrelationskoeffizienten

nach Spearman.

Kulturmedium 10% AU-Serum

Insgesamt 121 Patienten

mit Interferon Alpha Antell

(Gruppe 2)

Metallkonzentrationen NiSO4,10“M NiSO4,10°M NiSO4,10%M
Positive Reaktion im ECT 17% 17% 17%
Positive Reaktionen im LTT 43% 16% 6,3%
Positive Reaktion im ECT und LTT 14% 10% 3,4%
Spearmans Rhors 0,39 0,51 0,34

Tabelle 8 : Ubereinstimmung der positiven Reaktionen im ECT und LTT,

sowie die Korrelationsanalyse berechnet mittels dem Rangkorrelationskoeffizienten nach Spearman.

Kulturmedium 10% AB-Serum
Ohne Interferon Alpha

Insgesamt 121 Patienten

(Gruppe?2) Anteil

Metallkonzentrationen NiSO4,10*M NiSO4,10°M NiSO4,10°M
Postitive Reaktion im ECT 17% 17% 17%
Positive Reaktionen im LTT 64% 22% 5,8%
Positive Reaktion im ECT und LTT 17% 13% 3,5%
Spearmans Rhors 0,42 0,61 0,25

Tabelle 9 : Ubereinstimmung der positiven Reaktionen im ECT und LTT,

sowie die Korrelationsanalyse berechnet mittels dem Rangkorrelationskoeffizienten nach Spearman.
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Kulturmedium hitzeinaktiviertes Insgesamt 121 Patienten

10% AU-Serum ohne INF-a

(Gruppe 2) Anteil

Metallkonzentrationen NiSO4,10*M NiSO4,10°M NiSO4,10°M
Positive Reaktion im ECT 17% 17% 17%
Positive Reaktionen im LTT 27% 13,5% 3,7%
Positive Reaktion im ECT und LTT 10% 6,7% 2, 7%
Spearmans Rhors 0,34 0,28 0,27

Tabelle 10: Ubereinstimmung der positiven Reaktionen im ECT und LTT,

sowie die Korrelationsanalyse berechnet mittels dem Rangkorrelationskoeffizienten

nach Spearman.

Kulturmedium mit 10% AB-Serum Insgesamt 60 Patienten

mit Interferon Alpha

(Gruppe 3) Anteil
Metallkonzentrationen NiSO4,10“M NiS04,10°M NiSO4,105M
Positive Reaktion im ECT 20% 20% 20%
Positive Reaktionen im LTT 33% 5,3% 3,4%
Positive Reaktion im ECT und LTT 7,8% 3,4% 0%
Spearmans Rhors 0,14 0,36 -

Tabelle 11 : Ubereinstimmung der positiven Reaktionen im ECT und LTT,

sowie die Korrelationsanalyse berechnet mittels dem Rangkorrelationskoeffizienten

nach Spearman.

Kulturmedium mit 10% AB-Serum Insgesamt 60 patienten

Ohne Interferon Alpha

(Gruppe 3) Anteil

Metallkonzentrationen NiSO4,10*M NiSO4,10°M NiSO4,10°M
Positive Reaktion im ECT 20% 20% 20%
Positive Reaktionen im LTT 17% 3,4% 1,7%
Positive Reaktion im ECT und LTT 9,4% 1,8% 0%
Spearmans Rhors 0,36 0,32 -

Tabelle 12: Ubereinstimmung der positiven Reaktionen im ECT und LTT,
sowie die Korrelationsanalyse berechnet mittels dem Rangkorrelationskoeffizienten nach Spearman.
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Kulturmedium mit 10%
hitzeinaktiviertem AB-Serum

Insgesamt 164 Patienten

(Gruppe 4) Anteil

Konzentration ~ NiSO4: 10“M | 5x10°M | 2,5x10°M | 10°M | 7,5X10°M | 5x10°M 10°M
Positive Reaktion im ECT 18% 18% 18% 18% 18% 18% 18%
Positive Reaktion im LTT 68% 48% 28% 19% 13% 6,2% 0%
Positive Reaktion im ECT 7,1% 14% 13% 10% 9,2% 5,7% 0%
und LTT

Spearmans Rhors 0.36 0,43 0,55 0,56 0,57 0,33 -
Tabelle 13: Ubereinstimmung der positiven Reaktionen im ECT und LTT,

sowie die Korrelationsanalyse berechnet mittels dem Rangkorrelationskoeffizienten

nach Spearman

Kulturmedium mit 10% Insgesamt 164 Patienten

hitzeinaktiviertem AU- _

Serum(Gruppe 4) Anteil(%)

Konzentration NiSO4: 10“M | 5x10°°M | 2,5x10°M | 10-°M 7,5X10%M | 5x10M 10°M
Positive Reaktion im ECT 18% 18% 18% 18% 18% 18% 18%
Positive Reaktion im LTT 56% 41% 29% 16% 9,3% 6,0% 0%
Positive Reaktion im ECT und 17% 15% 15% 11% 6,8% 4,5% 0%
LTT

Spearmans Rhors 0,46 0,51 0,58 0,56 0,47 0,33

Tabelle 14: Ubereinstimmung der positiven Reaktionen im ECT und LTT,
sowie die Korrelationsanalyse berechnet mittels desRangkorrelationskoeffizienten nach Spearman.
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Kulturmedium mit 10% nicht Insgesamt 45 Patienten

hitzeinaktiviertem AB-

Serum (Gruppe 5) Anteil

Konzentration NiSO4: 10“M | 5x10°M 2,5x10°M 105M 7,5X10°M 5x10°M 10M
Positive Reaktion im ECT 17% | 17% 17% 17% 17% 17% 17%
Positive Reaktion im LTT 70% 44% 25% 16% 8,3% 2,8% 0%
Positive Reaktion im ECT und 15% 15% 15% 12% 5,8% 2,9% 0%
LTT

Spearmans Rhors 0,33 0,57 0,71 0,71 0,45 0,40 -

Tabelle 15: Ubereinstimmung der positiven Reaktionen im ECT und LTT,sowie die Korrelationsanalyse
berechnet mittels des Rangkorrelationskoeffizienten nach Spearman.

Kulturmedium mit 10% Insgesamt 45 Patienten

nicht hitzeinaktiviertem _

AU-Serum(Gruppe 5) Anteil

Konzentration NiSO4: 10“M 5x10°M 2,5x10°M | 10°M 7,5X10°M | 5x10°M 10-6M

Positive Reaktion im ECT 17% 17% 17% 17% 17% 17% 17%

Positive Reaktion im LTT 76% 70% 40% 23% 9,3% 4,6% 0%

Positive Reaktion im ECT und 15% 18% 15% 10% 7,5% 2,5% 0%
Spearmans Rhors 0,25 0,42 0,46 0,36 0,47 0,03 -

Tabelle 16: Ubereinstimmung der positiven Reaktionen im ECT und LTT,
sowie die Korrelationsanalyse berechnet mittels dem Rangkorrelationskoeffizienten nach Spearman.
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4.3.2 Korrelation des Stimulationsindex mit der Starke der
Epikutantestreaktion (ECT)

Fur die Klarung dieser Fragestellung wurde ebenfalls in unterschiedlichen, nach
Testmedien unterteilten Gruppen eine Korrelationsanalyse vorgenommen. Je nach Starke
der ECT - Reaktionen und LTT - Reaktionen wurden entsprechend 4 oder 3 Range gebildet
und deren Ubereinstimmung anhand des Rangkorrelationskoeffizienten nach Spearman
bestimmt. Diese Ergebnisse sind in den im Teil 4.3.1. dargestellten Tabellen gezeigt. Auch
hier beschrankten wir uns auf Grund der sehr niedrigen Anzahl der positiven LTT
Ergebnisse fur Chrom und Kobalt nur auf Nickel. Wie den Tabellen zu entnehmen ist, zeigt
sich im Falle niedriger Nickelkonzentrationen NiSO4,1x10°M und NiSOa, 5x10°M unter allen
Kulturmedien eine ebenfalls niedrige Ubereinstimmung der ECT und LTT Ergebnisse.
Teilweise liegen nach Stimulation mit NiSO4,1x10°M die SI - Werte unter 3 und damit im
negativen Bereich, so dass hierbei die Bildung der Range und damit Durchfihrung der
Korrelationsanalyse nicht mdglich ist. Die Ubereinstimmungsstarke nimmt unter der im LTT
verwendeten héchsten Nickelkonzentrationen NiSOas, 1x10“4M zu; der Koeffizient rs nimmt
die Werte zwischen 0,32 und 0,46 an. Die Koinzidenz scheint am besten unter allen
Kulturmedien in den Konzentrationen entsprechend der Reihenfolge NiSOs4 2,5x10°M,
NiSOs, 1x10°M und NiSOs 5x10°M ausgepragt zu sein. Die grafische Darstellung der
Koinzidenz der LTT und ECT Reaktionen zeigen die folgenden Abbildungen. Die Einteilung
nach Gruppen erfolgte anhand der Kulturmedien. Fir die ECT- Reaktionen wurden die
ECT-Ableseergebnisse nach 72 Stunden verwendet. Die Ergebnisse sind in Abbildung 3-14

dargestellt.
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NS0, 1 % 10-40
Erisod, 1 x10-5M

13,00 CIMISO4, 1 10-6M
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ECT_Ni_72h

Abbildung 3: Gruppe 1 (356 Patienten) Ubereinstimmung zwischen den Reaktionen im ECT und SI-
Werten des LTT. Kulturmedium hier mit hitzeinaktiviertem 10% AB-Serum und mit INF-a und 3
Nickelkonzentrationen. Angegeben sind Mittelwerte des Sl (Stimulationsindex).
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Abbildung 4: Gruppe 1 (156 Patienten) Ubereinstimmung zwischen den Reaktionen im ECT und SI-
Werten des LTT. Kulturmedium hier mit hitzeinaktiviertes 10% AU-Serum und mit INF-a und 3
Nickelkonzentrationen. Angegeben sind Mittelwerte des Sl (Stimulationsindex).
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Wie es den Abbildungen 3 und 4 zu entnehmen ist, besteht eine bessere Ubereinstimmung
der positiven Ergebnisse unter dem LTT-Kulturmedium mit 10% AB-Serum und mit INF-a
Zusatz. Allerdings gibt es bei ECT negativen Patienten unter 10% AU-Serum keine

positiven Sl-Werte, was eine fast gleiche Ubereinstimmung (rs max. 0,41) fiir beide
Gruppen ausmacht.
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MiSO4, 1 % 10-5M
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Abbildung 5: Gruppe 2 (121 Patienten) Ubereinstimmung zwischen den Reaktionen im ECT und SI-
Werten des LTT. Kulturmedium hier mit hitzeinaktiviertem 10% AB-Serum und mit INF-a und 3
Nickelkonzentrationen. Angegeben sind Mittelwerte des Sl (Stimulationsindex).
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=Ni504, 1 x 10-4M
NiSO4, 1 % 10-5M
CIMiS04, 1 % 10-6M

20,004
15,00
t
1]
=
1]
E 10,00
=
5,005
0,00=
negativ + ++ +++
ECT_Ni_72h

Abbildung 6: Gruppe 2 (121 Patienten) Ubereinstimmung zwischen den Reaktionen im ECT und SI-
Werten des LTT. Kulturmedium hier mit hitzeinaktiviertem 10% AB-Serum ohne INF-a und 3
Nickelkonzentrationen. Angegeben sind Mittelwerte des Sl (Stimulationsindex).

In der Gruppe 2, (Abb. 5 und 6) in der als Kulturmedium RPMI1640 mit 10% AB- oder AU-

Seren verwendet wurden mit und ohne INF-a Zusatz, ist unter INF-a freiem AB-Serum die
grof3ere Koinzidenz der positiven Reaktionen zu beobachten. Anders sieht es unter Zusatz
des AU-Serum aus; hier entsprechen zwei- und dreifach positiven ECT Reaktionen

negative Sl-Werte (siehe Abb.7 und 8).

25,001

Mittelwert

negativ + ++ +++

ECT_Ni_72h

Abbildung 7: Gruppe 2 (121 Patienten) Ubereinstimmung zwischen den Reaktionen im ECT und SI-
Werten des LTT. Kulturmedium hier mit hitzeinaktiviertem 10% AU-Serum und mit INF-a und 3
Nickelkonzentrationen. Angegeben sind Mittelwerte des Sl (Stimulationsindex).
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Abbildung 8: Gruppe 2 (121 Patienten) Ubereinstimmung zwischen den Reaktionen im ECT und SI-
Werten des LTT. Kulturmedium hier mit hitzeinaktiviertem 10% AU-Serum ohne INF-a und 3
Nickelkonzentrationen. Angegeben sind Mittelwerte des Sl (Stimulationsindex).

NIS04, 1 % 10-4M
NiSO4, 5 % 10-5M
20,007 MISO4, 2,5 x 10-5M
NS4, 1 % 10-5M
NiS04, 7.5 x 10-6M
MiSO4, 5 x 10-6M
15,00 MiS04, 1 % 10-6h
=
1 1]
=
@
E 1000
=
5 00
0,00-
negativ + ++ +++
ECT_Ni_72h

Abbildung 9: Gruppe 3 (164 Patienten) Ubereinstimmung zwischen den Reaktionen im ECT und SI-
Werten des LTT. Kulturmedium hier mit hitzeinaktiviertem 10% AB-Serum und mit INF-a und 7
Nickelkonzentrationen. Angegeben sind Mittelwerte des Sl (Stimulationsindex).
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Abbildung 10: Gruppe 3 (164 Patienten) Ubereinstimmung zwischen den Reaktionen im ECT und SI-
Werten des LTT. Kulturmedium hier mit hitzeinaktiviertem 10% AU-Serum und mit INF-a und 7
Nickelkonzentrationen. Angegeben sind Mittelwerte des Sl (Stimulationsindex).

Die Koinzidenz der positiven ECT und LTT Reaktionen ist in der dritten Gruppe, dargestellt
in Abb. 9 und 10, in der fir den LTT sieben verschiedene Nickelkonzentrationen eingesetzt
wurden, besonders unter Nickelkonzentrationen NiSO4, 5x10°M und NiSO4, 2,5x10° M im
Falle  beider  Kulturmedien zu  beobachten.  Entsprechend nehmen die
Korrelationskoeffiziente hohe Werte bis 0,55 an.

Bei 45 Patienten, die in der Gruppe 4 zusammengefasst sind, wurde der LTT mittels Zusatz
von 10% nicht hitzeinaktiviertem AB- oder AU-Serum durchgefihrt. Der Ansatz wurde mit
sieben Nickelkonzentrationen durchgefihrt. Hierbei waren keine dreifach positive ECT
Reaktionen zu verzeichnen. Gute Korrelation war weiterhin wie in der Gruppe 3 zu
beobachten unter Nickelkonzentrationen NiSO4, 5x10° M und NiSOg4, 2,5x10° M besonders
im Kulturmedium als 10% AB-Serum. Der entsprechende Korrelationskoeffizient rs betragt
0,71. Abb. 11 und 12.
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Abbildung 11: Gruppe 4 (45 Patienten) Ubereinstimmung zwischen den Reaktionen im ECT und SI-
Werten des LTT. Kulturmedium hier mit nicht hitzeinaktiviertem 10% AB-Serum und mit INF-a und 7
Nickelkonzentrationen. Angegeben sind Mittelwerte des Sl (Stimulationsindex).
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Abbildung 12: Gruppe 4 (45 Patienten) Ubereinstimmung zwischen den Reaktionen im ECT und SI-
Werten des LTT. Kulturmedium hier mit nicht hitzeinaktiviertem 10% AU-Serum und mit INF-a und 7
Nickelkonzentrationen. Angegeben sind Mittelwerte des Sl (Stimulationsindex).
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In der letzten Gruppe, in der 60 Patienten eingeschlossen sind zeigt sich zwischen dem

LTT, durchgefihrt anhand von drei Nickelkonzentrationen und Zusatz von 10% AB-Serum

mit oder ohne INF-a Zusatz und ECT (hier auch keine dreifach positive Reaktionen
vorhanden) eine deutlich niedrigere Ubereinstimmung.
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Abbildung 13: Gruppe 5 (60 Patienten) Ubereinstimmung zwischen den Reaktionen im ECT und SI-
Werten des LTT. Kulturmedium hier mit hitzeinaktiviertem 10% AB-Serum mit INF-a und 3
Nickelkonzentrationen. Angegeben sind Mittelwerte des Sl (Stimulationsindex).
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Abbildung 14: Gruppe 5 (60 Patienten) Ubereinstimmung zwischen den Reaktionen im ECT und SI-
Werten des LTT. Kulturmedium hier mit hitzeinaktiviertem 10% AB-Serum ohne INF-a und 3
Nickelkonzentrationen. Angegeben sind Mittelwerte des Sl (Stimulationsindex).

Zusammenfassend ist die Nickelkonzentration NiSO4, 1x10*M , unter welcher auch ECT
negative Patienten Ofter positive Sl-Werte zeigen als zu hoch bzw. ,oft unspezifisch”
mitogen zu werten. Demgegeniiber besitzt die Konzentration NiSOs, 1x10°M eine deutlich
niedrigere mitogene Aktivitdt; auch bei deutlich sensibilisierten Patienten mit dreifach
positiven ECT Reaktionen zeigte sich keine erhdhte Proliferationsrate der Lymphozyten.
Anders verhalten sich die s.g. mittleren Nickelkonzentrationen: NiSQO4, 2,5x 10°M, NiSOs,
1x10°M und NiSO4, 5x10°M. Sie zeigen deutlich erhohte SI-Werte bei starker positiven
ECT Reaktionen und gleichzeitig ist eine geringe Anzahl positiver SI-Werte unter ECT

negativen Personen zu verzeichnen.

4.4. Gibt es Unterschiede bei den SI-Werten zwischen Implantat Tragern
und Blutspendern ohne Implantat?

Fur die Klarung dieser Fragestellung wurde ein Mittelwertvergleich der nicht normal
verteilten LTT- Werte durch den U-Test von Mann und Whitney zwischen diesen zwei
Gruppen durchgefuhrt. Um die Verfalschung der Ergebnisse zu vermeiden wurden hierbel

Sensibilisierungen gegeniber Metallen, nachgewiesen mittels ECT berlcksichtigt.
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Es konnte kein statistisch signifikanter Unterschied der LTT-Ergebnisse nachgewiesen

werden. Die Ergebnisse sind in den folgenden Abbildungen 15 bis 20 dargestellt.
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Abbildung 15: Vergleich der SI-Werte des LTT zwischen Implantattragern (IMPL+) und Blutspendern
ohne Implantate (IMPL_) unter Bertcksichtigung ECT Reaktion. LTT - Kulturmedium mit 10% AB-
Serum und mit INF-a Zusatz und drei Nickelkonzentrationen.
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Abbildung 16: Vergleich der SI-Werte des LTT zwischen Implantattragern (IMPL+) und Blutspendern
ohne Implantate (IMPL_) unter Berlicksichtigung ECT Reaktion. LTT Kulturmedium mit 10% AU-Serum

und mit INF-a Zusatz und drei Nickelkonzentrationen.
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Abbildung 17: Vergleich der SI-Werte des LTT zwischen Implantattragern (IMPL+) und Blutspendern
ohne Implantate (IMPL_) unter Berlicksichtigung ECT Reaktion. LTT Kulturmedium mit 10% AB-Serum
ohne INF-a Zusatz und drei Nickelkonzentrationen.
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Abbildung 18: Vergleich der SI-Werte des LTT zwischen Implantattragern (IMPL+) und Blutspendern
ohne Implantate (IMPL_) unter Berlicksichtigung ECT Reaktion. LTT Kulturmedium mit 10% AB-Serum
ohne INF-a Zusatz und drei Nickelkonzentrationen.
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Abbildung 19: Vergleich der Sl-Werte des LTT zwischen Implantattragern (IMPL+) und Blutspendern
ohne Implantate (IMPL_) unter Beriicksichtigung ECT Reaktion. LTT Kulturmedium mit 10% AB-Serum

und mit INF-a Zusatz und sieben Nickelkonzentrationen.
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Abbildung 20: Vergleich der SI-Werte des LTT zwischen Implantattragern (IMPL+) und Blutspendern
ohne Implantate (IMPL_) unter Berucksichtigung ECT Reaktion. LTT Kulturmedium mit 10% AU-Serum

und mit INF-a Zusatz und sieben Nickelkonzentrationen.
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5. Diskussion

5.1.Ubersicht Metallallergie

Typischerweise entwickelt sich eine Metallallergie im friilhen Lebensalter durch einen
prolongierten oder wiederholten Hautkontakt mit den Gebrauchsgegenstanden des
taglichen Lebens wie Schmuck, Kleidungsteile (z.B. Jeansknépfe, Reildverschlisse), Leder
oder Mobiltelefone. Speziell das Ohrlochstechen und der Erstkontakt mit nickelhaltigen
Ohrringen konnen eine Nickelallergie bahnen [50-60]. Dabei sind die Metalle oft als
Legierungen vorhanden. Metalle nehmen eine Sonderstellung unter Hautallergenen ein;
trotz ihrer niedriger Anzahl gegentber organisch-irritativen Substanzen bewirken sie oft
eine Sensibilisierung und Dermatitis im Rahmen einer Exposition. Wahrend des Kontaktes
einer Metallflache mit dem Schweil3 werden Metallionen freigesetzt, binden an epidermale
Proteine und werden dadurch ,immunogen“. Die Metalle haben oft unterschiedliche,
Oxidationsstufen, sodass ein Epikutantest mit Metallsalzen nicht eindeutig dem natirlichen

Szenario entspricht [61].

Zuséatzlich zur kutanen Exposition kann auch uber Metallimplantate — speziell -
orthopéadisch-chirurgische Materialien — eine Metallallergie gebahnt werden. Nur in
Deutschland werden jahrlich Gber 400.000 Huft- und Knieendorpothesen implantiert; Ein
Groliteil wird dabei komplikationslos vertragen [62]. Bei Komplikationen existieren fur
Implantat-assoziierte Infektionen oder mechanischen Ursachen gut etablierte diagnostische
Verfahren [63,64]. Dagegen ist die Allergie gegen die Implantatbestandteile, tber die schon
in den 60er Jahren des letzten Jahrhunderts berichtet wurde, nicht allseits anerkannt [21].
Zur Detektion einer diese Uberempfindlichkeit verursachenden Typ IV-Reaktion werden in-
vivo und verschiedene in-vitro Methoden angewendet [65].
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5.2. Wie sensitiv ist der Epikutantest gegentber der

anamnestischen Metallunvertraglichkeit?

5.2.1 Haufigkeit einer Kontaktallergie unter implantierten und nicht implantierten
Patienten

Die erste detaillierte Beschreibung (1847) des Epikutantests bei Allergie stammt von dem
an der Goéttinger Universitat beschaftigten deutschen Chemikers Stadler [66]. Die etwa vier
Jahrzehnte spater von Jadassohn eingeflihrte sogenannte ,Applikationsmethode” kann als
Fundament fir die heutigen Epikutantests gesehen werden. Den Namen Patch-Test erhielt
die Methode von Cooke 1906 [67].

Aktuell ist der Epikutantest eine gut etablierte Methode fir die Kontakt-Allergie Diagnostik.
Hierbei erhalten die Patienten mit einem anamnestischen /oder klinischen Allergieverdacht
— speziell bei Ekzemen — standardisierte Testpraparationen am Rucken fir 48 Stunden
appliziert. Es existiert neben der Standard-Testreihe (enthalt auch Chrom- Kobalt- und
Nickel-Testpraparationen) eine Vielzahl an Berufsgruppen — oder Substanzgruppen
angepassten Testserien. Einige Studien konnten auch eine gute Reproduzierbarkeit der
Ergebnisse zeigen [68-73]. Die Standardisierung der Untersuchung erleichtert die
Vergleiche der Kontaktallergieraten innerhalb- und zwischen verschiedenen Kliniken in
unterschiedlichen Landern mit unterschiedlicher Expositionsfrequenz gegeniber den
Allergenen [74]. Wie weit die kutane Reaktivitat auf tiefere oder periimplantare Gewebe
ubertragbar ist, bleibt unklar. Unter anderem sind die Testergebnisse auch vom
Immunstatus der Patienten abhangig [75,76]. Mehrere Autoren betonen dass ein
passagerer Metallkontakt mit der Haut wahrend einer Epikutantestung einen permanenten

Metallkontakt, besonders im Falle der Metallimplantate nicht optimal widerspiegelt [77,78].

Laut der vom Informationsverbund Dermatologischer Kliniken 2010 veroffentlichten Daten
sind natirlich die Kontaktallergieraten bei getesteten ,Beschwerdepatienten® in den Kliniken
hoher als jene der Allgemeinbevdlkerung. In Letzterer sind die Sensibilisierungsraten
gegenuber Nickel 13,3 %, gegenluber Kobalt 4,5% und gegenuber Chrom 2,6 %. Dabei war
ein Rickgang der Sensibilisierungshaufigkeit im Falle von Nickel besonders bei jungen
Frauen nach Inkrafttreten der 2005 revidierten EU-Nickeldirektive erkennbar, auch wenn
das Metall weiterhin die Allergen-Liste anfihrt [32,33]. Auch die Neusensibilisierungsrate
gegenuber Chrom ist nach Einfihrung des chromatreduzierten Zements besonders bei
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Maurern, Fliesenlegern und in verwandten Berufen ricklaufig [79]. In unserem
Patientenkollektiv zeigten sich bei Blutspendern ohne Implantate deutlich hohe
Allergieraten (28 %) im Falle von Nickel gegeniber Implantattrdgern mit und ohne
Beschwerden (15 %) und unterscheiden sich damit deutlich von der D.Granchi et al.
publizierten Daten, die mit 10% eine deutlich niedrigere und der Allgemeinbevdlkerung
ahnliche Sensibilisierungsraten feststellten [80]. Anders sehen die Ergebnissen einer Studie
von Atanaskova et al., die eine fast 52 % Kontaktallergierate gegenuber Nickel zeigte [81].
Sowohl in dieser Studie als auch in unserem Patientenkollektiv ist die Ursache der hoheren
Sensibilisierungsrate in einem selektierten Patientengut zu sehen, da die Angaben
.verdacht auf Metallallergie“ zu einer praferentiellen Sprechstundenvorstellung fuhrte. Im
Falle Kobalt konnte unter unseren nicht implantierten Patienten ebenfalls hohere
Allergierate mit 9,6 % als in der Allgemeinbevolkerung beobachtet werden [82,83].
Bezuglich Chrom zeigte sich eine mit der Allgemeinbevolkerung vergleichbare Allergierate
mit 3,7 %.

Viele Publikationen haben eine deutliche Zunahme der Kontaktallergierate unter Metall-
Metall-Huftendoprothesenpaarungen der alten Generation (1975-1990) gezeigt; ca. 25%
der implantierten beschwerdefreien und 60% der Implantierten mit Beschwerden weisen
laut Studien eine ca. 2 bis 3fache Zunahme der Sensibilisierungsrate gegentber Metallen
auf [80,84-88]. Demgegeniiber konnte in anderen Studien keine Anderung der
Sensibilisierungsrate gefunden werden. In den Einzelfallen waren initial positive Ergebnisse
einer Epikutantestung nach Implantation nicht mehr reproduzierbar [89]. Diese Daten
entstammen den Studien, die mit heterogenen Patientenpopulationen und unterschiedliche

diagnostischen Methoden durchgefiihrt wurden und sind mit Vorsicht zu betrachten.

Die In unserem Patientenkollektiv gezeigte 15 % ige Allergierate im Falle von Nickel bei
den Implantattragern mit Beschwerden entspricht der von Thomas et al. gefundenen
Haufigkeit bei gleichem Patientengut und ist ca. 8% niedriger als die von Granchi et al.
beobachtete Haufigkeit [80,90].
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5.2.2 Sensitivitat und Spezifitdt des Epikutantests

Es gibt zahlreiche Daten Uuber Epikutantestung bei Patienten mit mutmallicher
Metallallergie; allerdings ist wenig bekannt Uber seine Gutekriterien. Dazu tragen mehrere
Faktoren bei: einerseits erfordert die Ablesung der Ergebnisse ein gut eingeschultes,
erfahrenes Personal um falsche Bewertung der Ergebnisse zu vermeiden [83]. Andererseits
bezweifeln einige Wissenschaftler die Richtigkeit der Methodik zur Detektion einer
Hypersensibilitat, welche in tiefen Gewebsschichten ablauft [91]. Und schlie3lich muss der
aus Patientensicht berichtete ,Allergieverdacht” ja keineswegs ,Allergie” bedeuten, sondern

kann auch fehlinterpretierte Hautirritation sein.

Die klinische Anwendung eines diagnostischen Tests kann bei unbekannter Pravalenz der
zu untersuchenden Erkrankung zu falschen Interpretationen flihren. So wurden fur unser
Patientenkollektiv anstatt der sonst hilfreichen Charakteristika eines diagnostischen Tests
wie positive und negative pradiktive Werte sogenannte Likelihood-Quotienten berechnet.
Wie in der Tab.3 zu sehen ist, war die Spezifitat des Epikutantests fur alle drei Metalle
ausreichend grol3. Die niedrigste Sensitivitat wurde fir Chrom beobachtet mit 4 % bei
Ablesungen nach 72 Stunden, gefolgt von Kobalt, die nach 7 tagiger Ablesung nur 13 %
betrug.

Eine deutlich hohere Sensitivitat war im Falle von Nickel zu beobachten, die besonders bei
spateren Ableseergebnissen bis zu 38 % zunahm. Allerdings war dabei eine Abnahme der
Spezifitat von 96 % auf 92 % zu verzeichnen. Demgegenuber konnte in einer Studie von
D. Granchi et al. eine ca. 100 % ige Sensitivitat allgemein gegeniiber Metalle ohne genaue
Unterteilung bei einer 64 % igen Spezifitdt beobachtet werden. In einer Arbeit von B6hm
et al. aus den 90iger Jahren wurde eine 65 % ige Ubereinstimmung zwischen

anamnestischen Metallallergie und ECT nachgewiesen [92].
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5.3 Welcher LTT-Ansatz korreliert am besten mit dem ECT und stimmen
die SI-Werte mit Starke der ECT-Reaktion tiberein?

Auf Grund oben diskutierter Limitation des ECT wird seit Uber 40 Jahren nach alternativen
bzw. erganzenden In-vitro Methoden der Allergiediagnostik gesucht. Einer davon ist der
LTT, der meistens als eine wissenschaftliche Zusatzmethode im Rahmen der Diagnostik
einer Medikamentenuberempfindlichkeit eingesetzt wird [93]. Dieser Test, der auch in der
Metallallergiediagnostik bei grof3en Patientenkollektiven bisher nicht ausreichend evaluiert
ist liefert eine ergdnzende Information zum ECT. Anhand dieser Methode koénnen
Aussagen uUber die Sensibilisierung gegenuber einem untersuchten Allergen gemacht
werden; dabei Dbleibt unklar ob dieses Allergen (Antigen) fir eine krankmachende
Uberempfindlichkeit auch tatsachlich verantwortlich ist [94]. Unterschiedlich wird auch die
Grenze des Stimulationsindex (Sl), als Hinweis auf Sensibilisierung gesehen; Hallab et al.
werten SI-Werte ab 2 als positiv [95]. Demgegentber werteten Thomas et al. wie auch in

dieser Arbeit Ergebnisse erst ab einem SI-Wert von 3 als positiv [96].

Bei der Durchfihrung des LTT werden fur die Stimulation neben unterschiedlichen
Kulturmedien auch verschiedene Metallkonzentrationen verwendet. Als optimale
Nickelkonzentration wird von der Arbeitsgruppe Hallab et al. NiSO4, 1x10“M angegeben
unter Zusatz von 10% AU-Serum zum Kulturmedium [95,97]. Die in unserer Arbeit
festgestellte Ubereinstimmung, entsprechend dem Korrelationskoeffizienten zwischen 0,14
bis 0,71, mit den hdchsten Werten ergab sich fir den LTT-Ansatz der mittels folgender
Nickelkonzentrationen durchgefiihrt wurde: NiSOa, 2,5x10°M, NiSO4, 1x10°M, NiSOa, 5x10°
M sowie Zusatz von 10% nicht hitzeinaktiviertem AB- oder AU-Serum. Dies entspricht
gewissermal3en den vom M. Lindemann et. al verwendeten Konzentrationen: NiSO4, 5x10
M, NiSQOs4, 7,5x10°M [98]. Auch beziglich des Kulturmediums des LTT, das eine
bedeutende Rolle fir eine bessere Stimulierbarkeit der PBMC spielt gibt es in den
Publikationen keine einheitlichen Angaben [97,99-101]. Neben hitzeinaktiviertem AB- und
AU-Seren mit und ohne INF-a-Zusatz wurden in diesen Versuchsserien auch nicht
hitzeinaktiviertes Serum verwendet, unter denen in den drei oben erwahnten
Nickelkonzentrationen die hochste Koinzidenz von Epikutantestreaktion und LTT-Reaktion
beobachtet werden konnte. Allerdings ist dieses Ergebnis bei kleiner Fallzahl- 45 Patienten-
mit Vorsicht zu betrachten. Allgemein gibt es in der Literatur wenige Angaben uUber die

Ubereinstimmung der Ergebnisse dieser zweier diagnostischer Tests. In ihrer Arbeit
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bestimmten Cederbrant at al. Sensitivitdt und Spezifitdt des LTT gegentber dem ECT unter
anderen Metallen auch fur Nickel; die Zahlen variieren entsprechend zwischen 55% - 95%
sowie 17% bis 79% und zeigen besonders im Falle positiver Ergebnisse eine relativ gute
Ubereinstimmung [102]. Laut norwegischen Daten aus Maxillofacialer Prothetik bestehe
unter einer Nickelkonzentration von 0,5 pg/ml eine gute Koinzidenz zwischen LTT und ECT,
ohne genauere Angaben Uber die statistische Starke [103]. Lindemann et al. gaben eine
hohe Korrelation(rs 0,74) zwischen LTT und ECT an, allerdings bleibt unklar unter welchen,
von den zwei durch die Autoren favorisierten Nickel-Konzentrationen die
Korrelationsanalyse durchgefiihrt wurde [98]. Eine niedrigere Zahl 0,41 - 0,46 nimmt der
Korrelationskoeffizient in der 1986 vertffentlichten Arbeit von Al-Tawil et al. an [39, 104].
Rasanen et al. berichteten tber eine statistisch signifikante Ubereinstimmung zwischen
ECT und LTT durchgefuhrt mittels im Vergleich zu unseren Ergebnissen zehnfach
niedrigeren Nickelkonzentrationen: 1.6pug/ml, 3.1pg/ml und 6,3 pg/ml [105]. Der
Korrelationskoeffizient in der Arbeit von Gawkrodger et al. zwischen LTT unter dem laut
Autoren optimalsten Nickelkonzentration 5ug/ml und ECT betragt max. 0,38 unter
Beriicksichtigung der SI-Werte gegenuber der Starke der Epikutantestreaktion [106]. Eine
spanische Arbeitsgruppe fand unter ECT negativen Patienten keinen einzigen positiven
LTT [107]. Demgegeniber zeigten 16 von 18 ECT negativen Patienten positive LTT
Reaktionen bei Nickelkonzentrationen von NiSQOas, 1x10" M bis NiSOs, 1x10*%in der Studie
von Lisby et al. [108]. Erst Jahre nach der Durchfihrung der oben beschriebenen
Experimente wurden von Pacheco et al. [109] sowie Stander et al. [110]. groRere Kollektive

zu Evaluierung idealer LTT — Bedingungen bzg. Nickelstimulation publiziert.
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5.4 Unterscheiden sich SI-Werte zwischen Implantattréagern und

Blutspendern ohne Implantate?

Die ersten Lymphozytentransformationstests mit Nickelsulfat wurden unseres Wissens im
Jahre 1970 durchgefihrt [37,108]. Seitdem wird die Mdglichkeit des Tests eine
Sensibilisierung gegentber Metallen aufzudecken unterschiedlich diskutiert. Eine
Sensibilisierungsrate gegenuber Metallimplantaten belduft sich nach Schatzungen von
unterschiedlichen Autoren bis auf 65% [95, 111]. Diese hohen Zahlen lassen sich nicht
immer mittels LTT bestéatigen. Den Unterschied koénnten die in den verschiedenen Arbeiten
verwendeten unterschiedlichen Metallkonzentrationen im LTT ausmachen [106], wie auch
unterschiedliche Patientenkollektive. Zumindest haben Hallab et al., Granchi et al. und auch
eigene Untersuchungen mehr in LTT auf Metalle reagierende Personen gesehen, wenn

diese Metallimplantate mit Komplikationen hatten [112-114].

Es wurde versucht in dieser Arbeit die Frage nach einer Unterscheidung der
Implantattrager und Blutspender ohne Implantate anhand des LTT zu beantworten. Diese
Versuche wurden mittels sieben verschiedenen Nickelkonzentrationen und
unterschiedlichen Zusatzmedien durchgefuhrt. Unter Berlcksichtigung der ECT-Reaktionen
konnten keine statisch signifikanten Unterschiede festgestellt werden. Diese Beobachtung
entspricht nicht eindeutig der in den anderen Studien beobachteten Uberzahl der positiven
SI-Werte unter Implantattragern auch ohne Beschwerden [88,95,114-116]. Eine
gegensatzliche Ansicht, nadmlich dass Metallimplantate nicht zwangsweise zu einer
erhohten Sensibilisierung gegeniber Metallen fihren kénnen wird in einigen Studien
bekraftigt [80,92]. Insgesamt lasst sich sagen, dass mehr Studien mit Vergleichskollektiven

beschwerdefreier Implantattrager notig sind.
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6 Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurden Epikutantest- und LTT- Ergebnisse verglichen bei Patienten, die
zwischen 2005 und 2010 in der Minchner Implantatallergiesprechstunde bei Verdacht auf
Metallunvertraglichkeit untersucht wurden. Es wurden Daten von 816 Patienten, davon 623
Implantat- Trager (372w, 214m) und 181(158w, 23m) Blutspender ohne Implantate, die

neben Anamnese ECT und LTT beinhalten, ausgewertet.

Fast 20 % der Implantattrager und ca. 40% der Blutspender ohne Implantate zeigten
positive ECT Reaktionen auf Nickel. Die Anzahl der positiven ECT Reaktionen auf Chrom
und Kobalt waren deutlich niedriger. Bei anamnestischer kutaner Metallunvertraglichkeit
war die ECT - ,Erfolgsrate” bei 38 % im Falle von Nickel, gefolgt von Kobalt mit max. 13 %
und Chrom mit nur 4 %. Naturlich bestand auch ein Selektionsbias, da bei entsprechender
Anamnese praferentiell eine Sprechstundenvorstellung erfolgte.

Der LTT wurde in diesem Patientengut mittels verschiedenen Metallkonzentrationen und
Zellkulturmedienzusatzen wie mit oder ohne INF-a, hitzeinaktivierten und nicht
hitzeinaktivierten AB - oder AU-Serum durchgefihrt. Durch die sehr niedrige Anzahl der
positiven LTT- Reaktionen (SI-Werte >3) gegentber Kobalt und Chrom wurden nur Daten
fur Nickel aufbereitet. Es wurde hinterfragt welcher LTT- Ansatz mit ECT am besten
korreliert und ob auch eine Ubereinstimmung der Reaktionsstarken innerhalb dieser zwei
Methoden vorhanden ist. Hierbei ergaben sich als optimale Konzentration NiSO4, 2,5x10°
M, NiSOs, 5x10°M unter Zusatz von 10% nicht hitzeinaktiviertem AB-Serum zum
Zellkulturmedium. Diese Daten waren Ausgangsbasis fir spatere Optimierungsansatze zur
LTT- Durchfiihrung.
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7 Anhang

Fragebogen zu Metallvertraglichkeit

(Prof. Dr. P. Thomas, Klinik und Poliklinik fir Dermatologie und Allergologie der LMU Minchen)

(Geburtsdatum) Geschlecht: m'w

Bitte zutreffende Antworten ankreuzen bzw. ergénzen.

1. Eigene Vorgeschichte

Berufsanamn

+ Welchen Beruf Ub(t)en Sie aus?
+ Haben Sie dabei Metallkontakt? Nein Ja, mit

Allgemeines:

¢ Rauch(t)en Sie ,Zigaretten?
Ja (Anzahl/Tag........... ,SeIt. ) Nein

¢ Nehmen Sie Medikamente ein?
Ja Nein

Vorerkrankungen

Qoerationen

¢ Wurden Sie bereits operiert? Nein
Ja (Wann und welcher Eingriff
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Gab es dabei Probleme?

Ja (BN e ——————————

ProbIEME......co e )

¢ Wurden bereits Metallimplantate eingesetzt? Nein
Ja Hufte, Knie, Knochennagelung, Verschraubung sonstiges Kdrperseite:
rechts, links. Wann

AUS Welchem Material?.........covveveeiiiiiii e
Zementiert Nein Ja

+ Haben Sie heute Beschwerden im Zusammenhang mit dem Metallimplantat?
Nein

Ja(Welche? Schmerzen, Schwellung, Roétung, Bewegungseinschrankung
0] 1S (T[T PRRUTUTPPRT )
Allergische Erkrankungen
+ Sind folgende Erkrankungen bei Ihnen aufgetreten?

Heuschnupfen Nein

Ja (Seit.....ceuvneeee. ,Beschwerden

Ja (Seit....ccvvvneen. ,Beschwerden

Hautausschlag (Rétung oder Quaddeln oder Ekzeme)

e Durch Medikamente Nein
e durch Metallkontakt (z.B. Schmuck, Jeansknopf, Uhrarmband) Nein
Ja(Wodurch

e durch Nahrungsmittel Nein
Ja (AT Lo [ X o P )

e durch Bienen-/Wespenstich Nein
Ja (WOdUICN. ... )

¢ durch andere Substanzen Nein
Ja (WOdUICN. ... )
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¢ Welche allergischen Erkrankungen wurden bei lhnen von &rztlicher Seite fest-
geStellt?. i (Testergebnissse........ccovvveeerenivennne, )

¢ Gibt es Probleme bei Gummikontakt Nein Ja Welche Seit wann(z.B.
Juckreiz, Rétung, Quaddeln, Ekzeme)
durch Gummihandschuhe

durch Gummistrimpfe

durch Aufblasen von Luftballons L,
durch Beniltzung von Kondomen

durch Gummikontakt bei arztl. Eingrifft =~

durch sonstige gummihaltige Artikel

¢ Haben Sie einen Allergiepass? Nein
Ja (Datum.........cccveeeeenne JAUSSEElIET. .. )
Was iSt dOrt VEIMErKL.........ooiiiiiiiieeiie et )

¢ Treten bei Ihnen UberschielRende ortliche Reaktionen nach Insektenstichen auf, wie
beispielsweise
mehrere Tage verbleibende Schwellung Nein Ja mehrere
Tage verbleibendeJuckreiz/Rétung Nein Ja

1. Angaben zur Familienvorgeschichte

Sind folgende Erkrankungen in lhrer Familie aufgetreten?
Nein  Unklar Ja, bei
(Mutter, Vater, Geschwister, Kinder)

¢ Heuschnupfen
+ Allergischer Hautausschlag (z.B. Ekzeme oder Quaddeln) durch:

Nahrungsmittel
Medikamente
Bienen-/Wespenstich

¢ Atemnot/Hustenattacken
(zAsthmabeschwerden®)

¢ UberschieRende ortliche Reaktionen (Schwellungen, dicke Narben)auf:

Insektenstiche

Verletzungen
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